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Die alkalische Verseifung von Boc-L-Tyr(Bzl)-Gly-Gly-L-Phe-L-Met-OMe (1) fiihrt auch bei Ver-
wendung dquimolarer Mengen an Natronlauge zur Bildung von Harnstoffderivaten. Es wurde die
Bildung der Nebenprodukte in Abhdngigkeit vom pH-Wert untersucht. Der substituierte Harn-
stoff wurde charakterisiert und acidolytisch zu 5-(4-Hydroxybenzyl)-pL-hydantoin-3-essigsdure
abgebaut.

A Side Reaction in the Synthesis of Methionine-Enkephalin

Alkaline saponifaction of Boc-L-Tyr(Bzl)-Gly-Gly-L-Phe-L-Met-OMe (1) leads to derivatives of
urea even by the use of equimolar quantities of sodium hydroxide. Formation of by-products was
investigated at different pH values. The urea derivative was characterized and acidolytically
transformed into 5-(4-hydroxybenzyl)-pL-hydantoin-3-acetic acid.

1976 beschrieben wir die erste klassische Synthese von Methionin-Enkephalin". Bei
der Verseifung des entsprechenden geschiitzten Peptidesters Boc-L-Tyr(Bzl)-Gly-Gly-L-
Phe-L-Met-OMe (1) werden Nebenprodukte beobachtet, die die Ausbeute um ca. 30 %
verringern. Um diese Nebenreaktionen aufzukliren, wird das geschiitzte Peptid gemaf
Schema 1 synthetisiert.

Trotz zweifachen Umkristallisierens des geschiitzten Pentapeptids 1 wird durch
Diinnschichtchromatographie eine Verunreinigung nachgewiesen. Da die Oxidations-
anfilligkeit methioninhaltiger Peptide wohl bekannt ist>~®, wird mittels HyO, das Sul-
foxid des geschiitzten Pentapeptids hergestellt. Die Rp-Werte von Sulfoxid und Verun-
reinigung stimmen in verschiedenen Laufmitteln iiberein. Behandlung des Peptids mit
Thioglycolsdure dndert das diinnschichtchromatographische Verhalten nicht. Nach
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1642 W. Voelter und A. Altenburg

Durchfithrung der Diinnschichtchromatographie unter Stickstoff 148t sich jedoch kein
Sulfoxid mehr nachweisen. Die Oxidation des Methionins tritt demnach wihrend des
Trenn- und Entwicklungsvorgangs ein.

Schema 1. Syntheseschema von [Boc-Tyr'(Bzyl)]Methionin-Enkephalin-methylester (1)

L-Tyr Gly Gly L-Phe L- Met
BOCTLOH H——OMe
pcc
Boc OMe
Bzl
HCI/HOA
Boc—£ OH H * 1 OMe Boc—-OH H—}OMe
Bzl
DCC/HOBt DCC/HOB
Boc Al OMe Boc - OMe
Bzl NaOH HCI/HOA
i
Boc oH H * 1 oMe
Bzl DCC/HOB!
Boc Ll OMe

Verseifung des durch die N-tert-Butyloxycarbonyl-Gruppe geschiitzten
Peptidesters 1

2 g [Boc-Tyr'(Bzl)]Methionin-Enkephalin-methylester (1) werden analog Lit.? mit
einem 10proz. UberschuB an 2 ~ NaOH verseift. Nach fiinfstiindiger Reaktionszeit
wird das Diinnschichtchromatogramm von Abb. 1 erhalten.

o (@]

O P = Produkt

(@] E = Edukt

o Abb. 1. Diinnschichtchromatogramm nach
fiinfstindiger Verseifung von Boc-L-
Tyr(Bzl)-Gly-Gly-L-Phe-L-Met-OMe (1) mit

|— X% X — 2 N NaOH bei 25°C. Bedingungen: Kiesel-
P £ gelplatte 60 F,s4, Laufmittel B, Anfirbung
mit Chlortoluidin

In der ersten halben Stunde der Reaktion kommt es hauptsdchlich zur Bildung der
Substanzen 2 und 3. Im weiteren Verlauf bildet sich 4, wihrend gleichzeitig die Konzen-
tration von 1, 2 und 3 abnimmt. Alle 4 Flecken zeigen Chlortoluidin-Reaktion, wih-
rend sich mit Ninhydrin nur die Flecken von 1 und 2 anfirben lassen. Durch mehrma-
lige Gelchromatographie der Reaktionsprodukte an Sephadex LH 20 (Laufmittel:
CH;OH) lassen sich 6 mg der Substanz 4 nahezu rein isolieren. Aus dem FD-MS-Spek-
trum wird eine Molekiilmasse von 708 ermittelt. Die Aminosdureanalyse ist gegeniiber
dem geschiitzten Pentapeptid unverdndert, und die Elementaranalyse unterscheidet

Liebigs Ann. Chem. 1983



Nebenreaktion bei der Darstellung von Methionin-Enkephalin 1643

sich vom Ausgangsmaterial durch einen deutlich erniedrigten Gehalt an Wasserstoff
und Kohlenstoff. Dies und das Ausbleiben einer Reaktion von 3 und 4 mit Ninhydrin
weisen auf eine Umlagerung hin, wie sie vornehmlich fiir die Z-Gruppe, aber nicht fiir
die Boc-Gruppe beschrieben ist. 1952 fanden Wessely et al.>®, daf bei der Behandlung

Z-geschutzter Peptide mit tiberschiissigem Alkali Harnstoffderivate gebildet werden.

Durch Abspaltung von Alkohol kommt es zur intermedidren Bildung eines Hydantoin-
derivates, das im alkalischen Medium instabil ist und zur Carbonylbis(aminosaure)
gespalten wird. Da die Boc-Gruppe gegeniiber der Z-Gruppe im alkalischen Milieu
bedeutend stabiler ist?, sollte sie einen ausreichenden Schutz gegen entsprechende Um-
lagerungen bieten®. Das FD-MS-Spektrum (Abb. 2) der Substanz 4 laBt sich jedoch
mit dem Carbonylbis(aminosdure)-Derivat N-[(1R, S)-2-(4-Benzyloxyphenyl)-1-carboxy-
ethylaminocarbonyl]glycycl-glycyl-pL-phenylalanyl-pL-methionin (Bopce-NH-CO-Gly-

Gly-Phe-Met-OH) in Einklang bringen.
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Abb. 2. FD-MS-Spektrum von Bopce-NH-CO-Gly-Gly-Phe-Met-OH (4) (Emitterheizstrom:

16 mA)

Das Signal bei m/e = 712 entspricht dem Mononatriumsalz, das Signal bei m/e = 690 entsteht

durch Abspaltung von Wasser.

Gezielte Umlagerung von Boc-L-Tyr(Bzl)-Gly-Gly-L-Phe-L-Met-OMe (1) zu

(Bopce-NH-CO-Gly-Gly-DL-Phe-DL-Met-OH (4)

Da die Reaktionsbedingungen zu weitgehender Racemisierung der Produkte fiithren,

wird auf Konfigurationsangaben verzichtet.

2 g geschiitztes Pentapeptid werden bei 40°C unter N, mit 3 Aquivalenten NaOH
umgesetzt. Der Reaktionsverlauf wird diinnschichtchromatographisch verfolgt. Den
numerierten Flecken des Diinnschichtchromatogramms lassen sich folgende Substan-

zen zuordnen:
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1644 W. Voelter und A. Altenburg

1. Boc-Tyr(Bzl)-Gly-Gly-Phe-Met-OMe
2: Boc-Tyr(Bzl)-Gly-Gly-Phe-Met-OH

3: Bopce-NH-Co-Gly-Gly-Phe-Met-OMe
4: Bopce-NH-CO-Gly-Gly-Phe-Met-OH

O @) 1 °
o 2 (&) ©
o 3
o 4 o o
x X X ———X
t=0 30min ’__;h 10h

Abb. 3. Dinnschichtchromatographische Kontrollen der Umlagerung von [Boc-Tyr!(BzD)]-
Methionin-Enkephalin-methylester (1) bei 40°C mit drei Aquivalenten 2 N NaOH unter Stickstoff
Bedingungen: Kieselgelplatte 60 F,s,4, Laufmittel B, Anfarbung mit Chlortoluidin

Schema 2. Reaktionsschema der Behandlung von Boc-Tyr(Bzl)-Gly-Gly-Phe-Met-OMe (1) mit

iiberschiissigem Alkali. Bei einer Reaktionstemperatur von 40°C werden beide Wege zu anni-

hernd gleichen Teilen beschritten. Die fett gedruckien Ziffern entsprechen der Numerierung der
DC-Flecken (vgl. Abb. 3).
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Nebenreaktion bei der Darstellung von Methionin-Enkephalin 1645
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Der Boc-geschiitzte Peptidester wird unter obigen Reaktionsbedingungen gleicher-
maBen zu 2 verseift und zu 3 umgelagert. Als Folgereaktion tritt eine Umlagerung von 2
zu 4 und eine Verseifung von 3 zu 4 ein. 2 reagiert nicht vollstindig zu 4 weiter.
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1646 W. Voelter und A. Altenburg

Die Zuordnung der Substanzen geschieht mit Hilfe von Vergleichssubstanzen iiber
den R-Wert bei 2 und mit Hilfe spektroskopischer Methoden bei 4. Substanz 3 ergibt
sich aus dem Reaktionsschema und negativem Verhalten gegeniiber Ninhydrin. Ein
Reacemattest von Bopce-NH-Co-Gly-Gly-Phe-Met-OH (4) zeigt, daB3 unter den ge-
wihlten Reaktionsbedingungen (10 h bei 40°C) L-Tyrosin, L-Phenylalanin und
L-Methionin weitgehend racemisieren.

Im “C-Spektrum (Abb. 4) fehlen, wie erwartet, die Signale der Boc-Gruppe. Das
Carbonyl-C-Atom der Harnstoffgruppe (6 = 157.10) ist gegeniiber dem Carbony!-C-
Atom der Boc-Gruppe um 2 ppm zu tieferem Feld verschoben. Die Signalzuordnung in
Abb. 4 erfolgt durch spektroskopischen Vergleich mit den Ausgangsmaterialien und
mit Hilfe von Literaturdaten'?.
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Abb. 4. BC-NMR-Spektrum von Bopce-NH-CO-Gly-Gly-bL-Phe-DL-Met-OH
(Breitbandentkopplung der Protonen, 22.63 MHz, 59 550 Pulsinterferogramme, 215 mg in 1 ml
[DgIDMSO)

Der eliminierte ferz-Butylalkohol wird durch gaschromatographische Analyse ermittelt.

Optimierungsversuche zur Verseifung von Boc-L-Tyr(Bzl)-Gly-Gly-L-Phe-
L-Met-OMe (1)

Um den Einflul des pH-Werts auf die Reaktionsgeschwindigkeit von Verseifung und
Umlagerung kennenzulernen, wird die alkalische Behandlung des geschiitzten Penta-
peptids mit verschiedenen Konzentrationen an Lauge durchgefiihrt. Es zeigt sich, daf3
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Nebenreaktion bei der Darstellung von Methionin-Enkephalin 1647

unterhalb von pH = 12.5 keine Umlagerung eintritt. Allerdings ist die Reaktionsge-
schwindigkeit der Esterverseifung nun so gering, daB kein vollstdndiger Umsatz mehr
erzielt werden kann. Die Verwendung eines pH-Stat-Gerétes bringt keinen entscheiden-
den Vorteil, da lingere Verseifungszeiten zu starker Racemisierung fiihren. Aufgrund
der geringen Loslichkeit der Produkte in wasserhaltigem System ist eine Trennung von
Ester und freier Sdure durch Ionenaustauschchromatographie nicht moglich.

Durch vorherige Abspaltung der Boc-Gruppe lidf3t sich die Bildung von Harnstoff-
derivaten vermeiden. Die Abspaltung der Boc-Gruppe hat jedoch erwartungsgeméf
keinen EinfluB} auf die Reaktivitit der Estergruppe, so daf3 sich eine hohe Ausbeute bei
der Verseifung des Esters aufgrund der geringen Reaktionsgeschwindigkeit und der da-
mit verbundenen hohen Racemisierungsgefahr nicht erreichen l46t. Eine Trennung der
Reaktionsprodukte mittels Ionenaustauschchromatographie ist nun aufgrund der ge-
stiegenen Loslichkeit in wafirigen Systemen moglich.

Acidolyse von Harnstoffderivaten zu substituierten Hydantoinen

Zur Absicherung der Ergebnisse iiber die Umlagerung von Boc-geschiitzten Peptid-
estern zu Harnstoffderivaten wird versucht, den von Wessely et al.’~® gefundenen Ab-
bau von substituierten Harnstoffen zu Hydantoinderivaten nachzuvollziehen.

Nach Lit.” sind die beiden Reaktionsprodukte A und B denkbar.

Schema 3. Mogliche Reaktionsprodukte der Acidolyse von Bopce-NH-CO-Gly-Gly-Phe-Met-OH
(4): disubstituiertes (A) und monosubstituiertes (B) Hydantoin

H 0O 0
HO cHy~C~¢7 H,C~C.
“N-CH;~COOH /N—?H—CH2©»OH
5SS H S coon
A B

Nun ist bekannt, daf die Bildung von 5-substituierten Hydantoinen bevorzugt
erfolgt?. Die Erfahrungen anderer Autoren’~9 sprechen ebenfalls dafiir, da mit der
Bildung des Hydantoins A zu rechnen ist. Behandlung von Bopce-NH-CO-Gly-Gly-
Phe-Met-OH (4) mit 6 N HCl bei 100 °C liefert, auBer den abgespaltenen Aminosauren,
zwei Produkte im Verhiltnis von 9:1, von denen vorerst nur das Hauptprodukt cha-
rakterisiert werden kann. Der Schmelzpunkt und das FD-MS-Spektrum'® (Abb. 5)
sprechen fiir die Bildung von 5-(4-Hydroxybenzyl)hydantoin-3-essigsédure.

Um grofere Mengen an Substanz zu erhalten, wird versucht, Tyr(Bzl)-Gly-Gly-OMe
zu Bopce-NH-CO-Gly-Gly-OH umzulagern und anschlieend acidolytisch abzubauen.
Die Umlagerung liefert Bopce-NH-CO-Gly-Gly-OH und Bopce-NH-CO-Gly-OH im
Verhiltnis von 2: 1. Unter den drastischen Versuchsbedingungen (2 N NaOH, 100°C)
kommt es zu einem teilweisen Bruch der Gly-Gly-Bindung. Die Acidolyse von
Bopce-NH-CO-Gly-Gly-OH und Bopce-NH-CO-Gly-OH liefert zwei Produkte im Ver-
haltnis von 10: 1. Das Hauptprodukt entspricht in allen Punkten dem durch Abbau
von Bopce-NH-CO-Gly-Gly-Phe-Met-OH (4) erhaltenen Hydantoinderivat. Einen wei-
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1648 W. Voelterund A. Altenburg

teren Beweis fir die angenommene Struktur A liefert das '"H-NMR-Spektrum. Das
Methinproton des Tyrosins zeigt ein komplexes Aufspaltungsmuster infolge Kopplung
mit den diastereotopen Methylenprotonen und — wenn auch schwach — mit dem be-

nachbarten Amidproton.
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Abb. 5. FD-MS-Spektrum von 5-(4-Hydroxybenzyl)hydantoin-3-essigsaure (Emitterheizstrom:
11 mA)

Im PC-Spektrum sind die Signale der Carbonyl-C-Atome des 2,4-Imidazolidindions
gegeniiber unsubstituiertem Hydantoin um 5 (C-2) bzw. 2 (C-4) ppm hochfeldverscho-
ben. Der Alkylkohlenstoff (C-5) ist um 11 ppm tieffeldverschoben und beweist die Sub-

stitution in 5-Stellung.

CH,

N

HO CHy~C~C

s/

N-~CH,~COOH

T 22—
O// \

Bzl-A

Das bei der Acidolyse der Harnstoffderivate zu ca. 10 % aufgetretene Nebenprodukt
Bzl-A kann mittels Gelchromatographie isoliert werden. Die mittels FD-MS erhaltene
Molekiilmasse und die Elementaranalyse stimmen mit benzylierter S-(4-Hydroxybenzyl)-
hydantoin-3-essigsiure iiberein. Die Veranderungen im Aromatenbereich im '*C- und
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Nebenreaktion bei der Darstellung von Methionin-Enkephalin 1649

'H-Spektrum beweisen die C-Benzylierung des Phenolrings. Ob die Substitution in
2- oder 3-Stellung erfolgt, 148t sich nicht mit Sicherheit sagen. Fiir eine Benzylierung
des Phenolrings in o-Stellung zur OH-Gruppe spricht sowohl die sterische Hinderung
durch den Hydantoinring als auch die im '*C-Spektrum gegeniiber 5-(4-Hydroxybenzyl)-
hydantoin-3-essigsdure erkennbare Hochfeldverschiebung des mit der Hydroxygruppe
verknitpften aromatischen C-Atoms um 3 ppm.

Diskussion

Bei der Verseifung von Boc-L-Tyr(Bzl)-Gly-Gly-L-Phe-L-Met-OMe (1) kommt es
oberhalb von pH = 12.5 zur Bildung von Harnstoffderivaten. Boc-L-Tyr(Bzl)-Gly-
Gly-OMe 148t sich jedoch mit 2 N NaOH ohne Bildung von Nebenprodukten in kurzer
Zeit verseifen. Nach McClaren'® sind Peptide mit Glycin an zweiter Stelle im Peptid-
verband besonders umlagerungsgefahrdet. Dies wirkt sich beim geschiitzten Tripeptid
aufgrund der hohen Carbonylaktivitiat der Estergruppe nicht aus. Beim Pentapeptid
wird jedoch aufgrund der sehr geringen Reaktionsgeschwindigkeit der Esterverseifung
die Bildung von Umlagerungsprodukten eine unmittelbare Konkurrenz- oder Folge-
reaktion.

Experimenteller Teil

Abkiirzungen: Boc = tert-Butyloxycarbonyl, Bopce = N-[(1R,S)-2-(4-Benzyloxyphenyl)-1-
carboxyethyl, Bzl = Benzyl, DCC = N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid, HOBt = 1-Hydroxybenzo-
triazol, DMF = Dimethylformamid, DMSO = Dimethylsulfoxid, EE = Essigsdure-ethylester,
EtOH = Ethanol, FD-MS = Felddesorptions-Massenspektroskopie, HOAc¢ = Essigsdure,
MeOH = Methanol, PEE = Petrolether, Z = Benzyloxycarbonyl.

Die Schmelzpunkte wurden in offenen Kapillaren mit einem Apparat nach Totolli (Fa. Biichi)
bestimmt und sind nicht korrigiert. — Die optischen Drehwerte wurden bei 20°C in einer
1-dm-Kiivette mit einem Spektrographen 281 B der Fa. Perkin-Elmer gemessen. — B3C-NMR-
Spektroskopie: Die Aufnahme der ’3C-NMR-Spektren erfolgte mit einem Bruker-HFX-90-
Multikern-NMR-Spektrometer (22.63 MHz). Die 8-Werte sind auf DMSO als innerer Standard
bezogen. — 'H-NMR-Spektroskopie: die Aufnahme der ’H-NMR-Spektren erfolgte mit einem
Bruker-WP-80-NMR-Spektrometer. Als innerer Standard wurden die benutzten Lésungsmittel
verwendet. — Infrarotspektroskopie: Fiir die Aufnahme der IR-Spektren wurden KBr-Prefilinge
verwendet. Die Aufnahme erfolgte mit einem 281-B-Spektrometer der Fa. Perkin-Elmer. —
Felddesorptions-Massenspektrometrie: Die FD-MS-Spektren wurden mit einem MAT-711-
Spektrometer der Fa. Varian gemessen. — Gaschromatographie: Es wurde der Chromatograph
Fractovap 2101 (FID-Detektor) der Fa. Carlo Erba sowie eine Glassdule (2 m x 2 mm), gefiillt
mit 3% OV 17 auf Chromosorb P AW DMCS, verwendet. — Diinnschichtchromatographie: Es
wurden DC-Fertigplatten, Kieselgel 60 F,5, (Fa. Merck), benutzt. Als Fliefimittel/ fanden Verwen-
dung: 1-Butanol/Eisessig/Wasser, 3:1:1 (A) und Chloroform/Methanol/Benzol/Wasser,
8:8:8:1 (B). Die Chromatogramme wurden mit Ninhydrin- oder Chlortoluidinlésung mit an-
schlieBendem Erwidrmen auf 110°C sichtbar gemacht. — Gelchromatographie: Die Trennungen
wurden auf einer Saule (200 cm lang, @ 3 cm) aus 300 g Sephadex LH 20 durchgefiihrt. Die
Detektion erfolgte bei 254 nm. Racemattest: Die Trennung der derivatisierten D- und L-Amino-
sauren erfolgte an Chirasil-Val.
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1650 W. Voelter und A. Altenburg

tert-Butyloxycarbonyl-glycyl-glycin-methylester: 35.1 g (200 mmol) Boc-Gly-OH, 22.8 g (182
mmol) H-Gly-OMe x HCI und 20 ml (182 mmol) N-Methylmorpholin werden in 360 ml
DMF/CH,Cl, (4: 1) gelost. Man kiihlt auf —15°C und versetzt mit 37.5 g (182 mmol) DCC, das
in CH,Cl, geldst und vorgekiihlt wurde. Man rithrt 2 h bei — 15°C und erwarmt die Reaktionsmi-
schung anschlieBend auf Raumtemp., bei der noch weitere 5 h gerithrt wird. Nach 2stdg. Kiihlen
(0°C) wird der ausgefallene Dicyclohexylharnstoff abgesaugt und die Losung eingedampft. Den
Riickstand nimmt man mit EE auf, wischt sauer sowie alkalisch, dampft ein und kristallisiert aus
EtOH/ Ether um; Ausb. 24.5 g (55 %), Schmp. 45-47°C, Rg(B) = 0.62.

CyoH;N,O5 (246.3) Ber. C48.77 H7.37 N11.38 Gef. C48.59 H 7.31 N 11.22

Glycyl-glycin-methylester-hydrochlorid: 20.5 g (78.8 mmol) Boc-Gly-Gly-OMe werden mit
250 ml 1.2 N HCl in Eisessig tibergossen und 30 min gerithrt. Danach wird eingedampft und aus
EtOH/Ether umkristallisiert; Ausb. 13.5 g (94 %), Schmp. 134°C (Lit. P 122°C), R(B) = 0.12.

CsH,,CIN,O, (182.6) Ber. C32.89 H 6.07 Cl19.41 N 15.34
Gef. C32.52 H6.29 CI18.56 N 15.12

tert-Butyloxycarbonyl-L-phenylalanyl-L-methionin-methylester: 39.8 g (150 mmol) Boc-L-
Phe-OH, 23.6 g (145 mmol) H-L-Met-OMe und 20.3 g (150 mmol) HOBt werden in 250 ml DMF/
CH,Cl, (4:1) gelost und bei —15°C mit 31.0 g (150 mmol) DCC versetzt, das in CH,Cl, gelost
und vorgekthlt wurde. Man rithrt 2 h bei —15°C und erwarmt die Reaktionsmischung anschlie-
Bend auf Raumtemp., bei der noch weitere 5 h geriihrt wird. Nach 2stdg. Kiihlen (0°C) wird der
ausgefallene Dicyclohexylharnstoff abgesaugt und die Losung eingedampft. Den Riickstand
nimmt man in Ether auf, widscht sauer sowie alkalisch, dampft ein und kristallisiert aus Ether um;
Ausb. 38.6 g (65%), Schmp. 153°C, [(1]%0 = —21.07 (¢ = 1, MeOH), R:(B) = 0.73.
CyoH;3N,O4S (410.5) Ber. € 58.51 H7.37 N 6.82 S7.81
Gef. C 58.16 H 7.57 N 6.80 S 7.64

L-Phenylalanyl-L-methionin-methylester-hydrochlorid: 33.0 g (80.4 mmol) Boc-L-Phe-L-
Met-OMe werden mit 250 ml 1.2 N HCl in Eisessig itbergossen und 30 min geriihrt. Danach wird
eingedampft und aus MeOH, EE und Ether kristallisiert. Die Substanz kristallisiert in weichen,
klebrigen Nadeln unter Einschluf} einer groBeren Menge an Losungsmittel, das durch Evakuieren
entfernt wird. Das schlechte Kristallisationsverhalten ist méglicherweise auf eine geringe Verun-
reinigung zurtickzufiihren, die mittels Diinnschichtchromatographie [Rp(B) = 0.36] nachgewie-
sen wurde. Dabei handelt es sich wahrscheinlich um ein durch tert-Butylierung an der Thioether-
Gruppe des Methionins entstandenes Sulfoniumsalz!4; Ausb. 22.3 g (80%), Schmp. 125°C,
[]f = -5.25(c = 1, MeOH), RK(B) = 0.61.

C5H»;,CIN,O;8 (346.9)Ber. € 51.94 H 6.68 C19.24 N 8.08 S 10.22
Gef. C51.28 H7.11 C110.24 N7.95 S 9.19

tert-Butyloxycarbonyl-O-benzyi-L-tyrosyl-glycyi-glycin-methylester: 17.0 g (93 mmol) H-Gly-
Gly-OMe x HCI, 33.4 g (90 mmol) Boc-L-Tyr(Bzl)-OH, 9.4 g (93 mmol) N-Methylmorpholin
und 12.6 g (93 mmol) HOBt werden in 250 ml DMF/CH,Cl, (1: 1) geldst und bei —10°Cmit 19.2 g
(93 mmol) DCC versetzt, das in CH,Cl, gelést und vorgekiihlt wurde. Man riihrt 2 h bei —10°C
und erwarmt die Reaktionsmischung anschliefend auf Raumtemp., bei der noch weitere 5 h
geriihrt wird. Nach 2stdg. Kiihlen bei 0°C wird der ausgefallene Dicyclohexylharnstoff abgesaugt
und die Losung eingedampft. Den Riickstand nimmt man in Ether auf, wischt sauer sowie
alkalisch, dampft ein und kristallisiert aus EE/PE; Ausb. 34.0 g (76 %), Schmp. 111 -112°C,
[® = +13.63 (c = 1, MeOH), RK(B) = 0.49.

CyHj3N;30, (499.6) Ber. C62.51 H 6.66 N8.41 Gef. C62.34 H6.71 N 8.19
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tert-Butyloxycarbonyl-O-benzyl-L-tyrosyl-glycyl-glycin: 26.0 g (52 mmol) Boc-1-Tyr(Bzl)-Gly-
Gly-OMe werden in 200 ml MeOH geldst und mit 28 ml (56 mmol) 2 N NaOH versetzt. Nach
15min. Rihren bei Raumtemp. ist die Reaktion beendet. Nach Ansauern der Lgsung mit 1 N HCI
auf pH = 2 wird der Haupitteil des Methanols i. Vak. entfernt, die Lésung mit Wasser versetzt
und mit EE extrahiert. Die EE-Phase wird getrocknet (Na,SO,), eingeengt und der dlige Riick-
stand aus MeOH/Ether kristallisiert. Die Bildung von Harnstoffderivaten wurde nicht beobach-
tet; Ausb. 19.9 g (79%), Schmp. 150°C, [a]¥) = +13.07 (¢ = 1, MeOH), R{B) = 0.26.

CysH;N;0, (485.5) Ber. C61.84 H 6.45 N8.65 Gef. C61.53 H6.41 N 8.65

tert-Butyloxycarbonyl-O-benzyl-L-tyrosyl-glycyl-glycyl-L-phenylalanyl-L-methionin-methyi-
ester (1): 10.4 g (30 mmol) H-L-Phe-L-Met-OMe x HCl und 17.4 g (35 mmol) Boc-L-Tyr(Bzl)-
Gly-Gly-OH werden nach Zugabe von 3.1 g (30 mmol) N-Methylmorpholin in 200 ml DMF gelost
und bei —10°C mit 4.7 g (35 mmol) HOBt und 7.2 g (35 mmol) DCC (beides in DMF geltst und
vorgekithlt) versetzt. Nach 2stdg. Rithren bei — 10°C erwiarmt man die Losung auf Raumtemp.,
bei der noch weitere 5 h gerithrt wird. Nach 2stdg. Kiihlen bei 0°C wird der ausgefallene Dicyclo-
hexylharnstoff abgesaugt und die Losung eingedampft. Saures und alkalisches Waschen ifit sich
wegen der geringen Léslichkeit des Produkts in EE nicht durchfiihren. Da jedoch Umkristallisa-
tion aus DMF/MeOH méglich ist, verbleiben alle Verunreinigungen in Losung und man erhilt
ein reines Produkt; Ausb. 16.0 g (60%), Schmp. 178 —179°C, [a],z)o = —20.30 (¢ = 1, DMP)
(Lit.? Schmp. 155-158°C, [(x]f)o = +7.8, MeOH), Rg(B) = 0.69. FD-MS (Emitterheizstrom:
11 mA): m/e = 779 (30%, MH®), 778 (100%, M®), 91 (35%). — Aminosiureanalyse (Total-
hydrolyse in 6 N HCI, 110°C, 16 h):
Ber. Tyr 1.00 Gly 2.00 Phe 1.00 Met 1.00
Gef. Tyr 0.56 Gly 0.81 Phe 1.00 Met 0.87

CyHs;NsOsS (777.9)  Ber. C 61.76 H 6.61 N 9.00 S 4.12
Gef. C61.25 H6.55 N8.92 S4.57

tert-Butyloxycarbonyl-O-benzyl-L-tyrosyl-glycyl-glycyl-L-phenylalanyl-L-methionin (2). -
Optimierungsversuche zur Verseifung von 1 (Alle Reaktionen werden unter N, durchgefiihrt).
a) Verseifung mit 0.02 N NaOH (pH = 12.3) und 10proz. Uberschuf8 an Lauge: 100 mg (0.128
mmol) Ester werden in 2 ml DMF gelost und stiindlich mit 0.7 mf (0.013 mmol) 0.02 N NaOH ver-
setzt. Nach der 10. Zugabe wird noch weitere 10 h gerithrt. Um ein Ausfallen des Peptids zu ver-
hindern, missen weitere 4 ml DMF zugegeben werden. Ergebnis: Der Ester lat sich zu ca. 90 %
verseifen, Umlagerung zu Harnstoffderivaten tritt nicht auf.

b) Verseifung mit 0.2 N NaOH (pH = 13.3): 100 mg (0.128 mmol) Ester werden in 2 ml DMF ge-
[6st und stiindlich mit 0.07 ml (0.013 mmol) 0.2 N NaOH versetzt. Nach einer Reaktionszeit von
5 h wird die Reaktion aufgrund der Bildung von Harnstoffderivaten abgebrochen. Ergebnis: Bei
pH = 13.3 tritt die Umlagerung zu Harnstoffderivaten als Konkurrenzreaktion zur Esterversei-
fung auf.

¢) Verseifung mit 0.1 N NaOH (mit einem pH-Stat-Gerdt): 1.0 g (1.28 mmol) Ester 1 werden in
15 ml DMF gelost. Am pH-Stat-Geriit wird ein anfinglicher Verbrauch an 0.1 N NaOH von 2 Trop-
fen/min eingestellt (pH = 13). Nach einer Reaktionszeit von 9 h wird die Reaktion aufgrund der
Bildung von Harnstoffderivaten abgebrochen. Der pH-Wert wird auf 2 eingestellt, das Losungs-
mittel i. Vak. entfernt, der Riickstand in DMF aufgenommen und das Produkt mit Wasser ge-
fallt. Ergebnis: Das Rohprodukt enthdlt ca. 5% Ester. Mittels Gelchromatographie (Saule:
200 cm lang, & 2.5 cm, Sephadex LH 20, MeOH) unter N, wird eine weitgehende Reinigung er-
zielt, die Ausb. sinkt jedoch um 50%. Das gereinigte Produkt enthilt ca. 1% Ester; Ausb.
390 mg (40%), Schmp. 171 —173°C, [a]¥ = —15.40 (¢ = 1, DMF) (Lit.? Schmp. 175°C,
[0:],2)5 = —12.4,¢c = 0.9, DMF), Ri(B) = 0.5. — Racemattest: b-Tyr 11.6 %, p-Phe 8.6 %, D-Met
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25.2%. ~ FD-MS (Emitterheizstrom: 14 mA): m/e = 765 (50%, MH®), 764 (100%, M®), 665
(20%), 664 (56 %).
CyoH49N500S (763.9) Ber. C 61.32 H 6.47 N 9.17 S 4.20
Gef. C60.97 H6.37 N8.68 S4.52

O-Benzyl-L-tyrosyl-glycyl-glycyl-L-phenylalanyl-L-methionin-methylester-hydrochlorid: 1.0 g
(1.28 mmol) 1 wird unter N, mit 10 ml 1.2 ~ HCl in Eisessig itbergossen und 20 min geriihrt. Das
Ausgangsprodukt 16st sich im Lauf der Reaktion vollstindig. Man dampft ein und kristallisiert
aus MeOH/Ether. Das erhaltene Produkt enthélt in sehr geringen Mengen eine Verunreinigung,
die vermutlich durch fert-Butylierung an der Thioether-Gruppe des Methionins entsteht 14), Durch
wiederholte Gelchromatographie (Sdule: 200 ¢cm lang, @& 3 cm, Sephadex LH 20, MeOH) unter
N, kann das Produkt sauber erhalten werden. Der Ausbeuteverlust betrigt ca. 30%; Ausb.
620 mg (68 %), Schmp. 169~171°C, [a] = —28.60 (c = 1, DMF), Ri(B) = 0.6.

C35HyCINGO,S (714.3)  Ber. € 58.85 H 6.21 C14.96 N9.80 S 4.49
Gef. C58.35 H6.74 C15.24 N9.61 S4.12

O-Benzyl-L-tyrosyl-glycyl-glycyl-L-phenylalanyl-L-methionin-hydrochlorid: 400 mg (0.56
mmol) des zuvor erwihnten Tyr(Bzl)-Gly-Gly-L-Phe-L-Met-OMe x HCI werden unter N, in 7 ml
MeOH gel6st und im Verlauf von 4 h portionsweise mit insgesamt 3 ml (1.5 mmol) 0.5 N NaOH
versetzt. Der 50proz. UberschuB an Lauge ist notig, um einen vollstandigen Umsatz zu erreichen.
Nach 6 h ist die Reaktion beendet. Die Lésung wird mit 1 N HCI auf pH = 2 gebracht, einge-
dampft, der Riickstand mit heiflem EtOH ausgezogen und aus EtOH/tert-Butylalkohol/Ether
kristallisiert; Ausb. 310 mg (80%), Schmp. 179—-181°C, [a]f)o = +16.2 (¢ = 1, MeOH),
Rg(B) = 0.32. — Racemattest: D-Tyr 9.0%, p-Phe 7.6 %, p-Met 15.2%. — Aminosiureanalyse:
(Totalhydrolyse in 6 N HCI, 110°C, 16 h):

Ber. Tyr 1.00 Gly 2.00 Phe 1.00 Met 1.00
Gef. Tyr 0.62 Gly 1.68 Phe 1.00 Met 0.91

C34H4,CINGO, (700.3)  Ber. C 58.32 H 6.05 C15.06 N 10.00 S4.58
Gef. C57.69 H5.97 Cl4.61 N 9.72 S3.86

Basenkatalysierte Umlagerung von Boc-Peptid-Estern zu Harnstoffderivaten

N-[(IR,S)-2-(4-Benzyloxyphenyl)-1-carboxyethylaminocarbonyllglycyl-glycyl-pL-phenyl-
alanyl-pi.-methionin (4): 1.0 g (1.3 mmol) 1 wird unter N, in 15 ml DMF gelost und mit 3 ml
(6 mmol) 2 N NaOH versetzt. Nach 10stdg. Rithren bei 50°C wird die Losung mit 1 N~ HCl auf
pH = 2 gebracht und das Produkt durch Zusatz von Wasser ausgefiallt. Nach Umkristallisation
aus Methanol ist das Produkt diinnschichtchromatographisch rein; Ausb. 0.64 g (70 %), Schmp.
165—-167°C, R(B) = 0.23. — Racemattest: D-Tyr 43.5%, D-Phe 38.2%, p-Met 46.7%. —
FD-MS (Emitterheizstrom: 10 mA): m/e = 710 (65 %, MH§9), 709 (90%, MH®), 708 (100 %,
M®). — FD-MS (Emitterheizstrom: 16 mA): m/e = 713 (10%), 712 (20%), 691 (22%), 690
(75%), 506 (10%), 437 (30%), 436 (9%), 421 (8 %), 411 (40%), 355 (12%), 298 (30%), 297
(100%), 272 (58 %), 271 (43 %), 91 (12%). — Aminosdureanalyse (Totalhydrolyse in 6 N HCI,

160°C, 16 h):
) Ber. Tyr 1.00 Gly 2.00 Phe 1.00 Met 1.00

Gef. Tyr 0.34 Gly 1.52 Phe 1.00 Met. 0.83
C3sHyNsOgS (707.8) Ber. € 59.39 H 5.84 N9.89 S4.52
Gef. €59.26 H6.39 N9.98 S4.82
N-{(IR,S)-2-(4-Benzyloxyphenyl)-I-carboxyethylaminocarbonyllglycyl-glycin und N-[(IR,S)-
2-(4-Benzyloxyphenyl)-1-carboxyethylaminocarbonyljglycin: 1.0 g (6 mmol) Boc-Tyr(Bzi)-Gly-
Gly-OMe wird unter N, mit 5 ml 1 N NaOH tibergossen und 2 h bei 100°C geriihrt. Danach wird
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der pH-Wert mit 1 N HC] auf 2 gebracht, das L&sungsmittel i. Vak. entfernt, der Riickstand mit
heiflem EtOH ausgezogen und durch Zugabe von Ether kristallisiert. Das Rohprodukt besteht aus
dem Glycyl-glycin- und Glycin-Derivat im Verhiltnis von 2:1. Die Trennung erfolgt durch
Gelchromatographie [Sdule: 200 cm lang, & 3 c¢m, Sephadex LH 20, MeOH/HOAc (19:1),
Durchflufirate: 35 ml/h, Retentionszeit: 38 hj.

Bopce-NH-CO-Gly-Gly-OH: Ausb. 410 mg (48%), Schmp. 185—-186°C, R(A) = 0.49. —
'H-NMR (CD;0D): § = 2.75-3.20 (m, CH,, Tyr), 3.80 (s, CH,, Gly), 3.91 (s, CH,, Gly), 4.52
(mc, CH, Tyr), 5.03 (s, CH,, Bzl), 6.83~7.37 (2m, 9 Aryl-H).

CyHy N30, (429.4) Ber. C58.74 H5.40 N9.79 Gef. C58.02 H5.55 N9.41

Bopce-NH-CO-Gly-OH: Ausb. 180 mg (25%), Schmp. 168 -170°C, Ri(A) = 0.63. — 'H-NMR
([Dg)Aceton): & = 2.83 -3.38 (m, CH,, Tyr), 3.91 (d, CH,, Gly), 4.62 (mc, CH, Tyr), 6.85-7.45
(2m, 9 Aryl-H).

CyoHoN,0¢ (372.4) Ber. C61.28 HS.41 N7.52 Gef. C60.69 H4.98 N 7.43

Acidolyse von Harnstoffderivaten

5-(4-Hydroxybenzyl)-DL-hydantoin-3-essigsiure (A) aus 4: 0.5 g (0.71 mmol) 4 werden unter N,
in 15 ml 6 N HCI suspendiert und 2 h bei 100°C geriihrt. Die L6sung wird eingedampft, der Riick-
stand mit Wasser aufgenommen und anschlieSend ein in ca. 2proz. Ausb. anfallendes Nebenpro-
dukt durch Extrahieren mit Ether abgetrennt (s. unten). Danach wird zweimal mit EE ausgeschiit-
telt, getrocknet (Na,SO,4) und eingeengt. Das Produkt kristallisiert im Kiihlschrank aus und ist
diinnschichtchromatographisch rein; Ausb. 31 mg (16%), Schmp. 219-221°C (Lit.}»
218-221°C), Rp(A) = 0.58. — 'H-NMR ([Dg)Aceton): & = 2.71 - 3.28 (m, CH,, Tyr), 4.03 (s,
CH,, Gly), 4.33 (mc, CH, Tyr), 6.80 (mc, 5 Aryl-H), 7.13 (s, OH). — FD-MS (Emitterheizstrom:
11 mA): m/e = 265 (38%, MH®), 264 (100%, M®), 220 (1 %), 157 (1.5%), 124 (1.5%), 107
(2.5%). — Aminosdureanalyse (Totalhydrolyse in 6 N HCI, 160°C, 16 h):

Ber. Tyr 1.00 Gly 1.00 Gef. Tyr 0.76 Gly 1.00

Ci,H N, 05 (264.2) Ber. C 54,55 H4.58 N10.60 Gef. C54.22 H4.31 N10.41

5-(3-Benzyi-4-hydroxybenzyl)-pL-hydantoin-3-essigsiure (Bzl-A): Die bei der Herstellung von
A angefallene Ether-Phase wird eingeengt, im Hochvakuum bei 60°C von Benzylchlorid befreit
und der 6lige Riickstand mittels Gelchromatographie (vgl. Bopce-NH-CO-Gly-Gly-OH) gerei-
nigt. Da das Produkt nicht kristallisiert, wird es aus tert-Butylalkohol lyophilisiert; Ausb. 45 mg
(5%), Schmp. 130 —150°C, R(A) = 0.62. — 'H-NMR ([Dg]Aceton): & = 2.68, 3.25 (m, CH,,
Tyr), 3.92 (s, CH,, Gly), 3.98 (s, CH,, Bzl), 4.38 (m, CH, Tyr), 6.70-7.18 (2m, 8 Aryl-H), 7.18
(s, OH).

CigHgN,O4 (354.4) Ber. C64.40 HS5.12 N7.91 Gef. C63.82 H5.15 N 8.00

Tab. 1. Schmelzpunkte und optische Drehwerte der synthetisierten Zwischenstufen verglichen mit
den entsprechenden Literaturangaben

o ] Schmp. (°C] [
Aminosiurederivat Ggi‘:ln_ Lg:;:;‘g_ Gefunden Literaturbefund
Boc-Gly-OH 87 9410 - -
H-Gly-OMe x HCI 180 17512 - -
Boc-L-Tyr(Bzl)-OH 109-110 108 - 1102  +15.5 (¢ =1, MeOH) +16.3 (¢ = 1, MeOH)?
Boc-L-Phe-OH 86 84861 +20.7(c=1, MeOH) -4.0(c=1, HOAQ)!V
H-1L-Met-OMe x HCl 146 145-1461D +26.7 (¢ =1, H,0) +26.8 (c =5, H,O)1)
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Tab. 2. '*C-NMR-Daten der synthetisierten Verbindungen (8-Werte beziglich [DgDMSO)
I = Boc-L-Tyr(Bzl)-Gly-Gly, I = L-Phe-1.-Met-OMe x HCI, IlI = Boc-L-Tyr(Bzl)-Gly-Gly-L-
Phe-Met-OMe (1), IV = Boc-L-Tyr(Bzl)-Gly-Gly-L-Phe-Met-OH x HC!, V = Bopce-NH-CO-
Gly-Gly-pL-Phe-DL-Phe-DL-Met-OH (4), VI = Bopce-NH-CO-Gly-Gly-OH, VII = Bopce-NH-
CO-Gly-OH, VIII = Hydantion A, IX = Hydantion Bzl-A

I I | IV A\ VI vl vil  IX

Tyr! o 55.87 55.88 54.01 54.12 54.17 53.94 58.83 57.57
B 35.80 36.62 36.72 36.40 36.88 36.71 36.28 35.24
Y —_a) — a) — a) — a) — a) — a) 125.83 _ a)
) —a —a &  —a _a _a 13098 -2
£ 114.37 114.31 114.77 114.44 114.54 114.51 115.52 114.81
4 156.88 156.82 157.50 157.10 157.10 157.12 156.76 153.63
Gly? a 41.90 42.06 42.23 41.83 40.58 41.26 38.86 39.61
Gly? a 41.85 41.80 41.95 41.60 42.57
Phe* a 53.08 53.54 54.01 S3.72
B 36.38 36.62 37.40 37.00
¥ 134.85 137.19 137.19 137.24
) 129.45 -2 _—a _a
£ 128.15 -2 —a _a
4 12672 —a _—a _a
Met® o 50.94 50.93 51.33 50.99
B 30.46 30.42 30.80 30.86
v 29.30 29.43 29.77 29.66
5 1435 14.48 14.58 14.52
C=0 168.97 167.93 168.19 168.53 168.53 170.18 172.09 169.00 168.63
Aminosiure 170.79 171.25 168.91 168.88 170.18 171.15 173.62 174.15 173.12
171.83 170.99 170.98 171.15 173.82
171.77 171.21 173.03
171.90 173.14 173.71
Aromat. 127.37 126.07 126.26 126.26 127.63 127.50 125.38
C-Atome 127.57 127.31 127.29 127.63 128.42 127.62 125.67
128.22 127.50 127.63 127.74 129.56 128.23 126.75
130.17 127.89 127.80 128.03 130.30 129.50 127.88
128.15 128.03 128.37 130.70 130.17 128.11
129.00 128.42 129.16 128.40
130.04 129.28 129.45 130.27
130.17 130.70 130.24 131.29
Boc-Gruppe Me- 28.00 27.93
(Me);C- 78.12 78.04
-CO- 155.13 155.00
Me-Ester - OMe 51.78 S51.72
Benzyi- ~CH, - 69.20 69.14 69.20 69.20 69.20 69.18 36.14
gruppe Aromat. C,; 137.12 137.51 137.87 137.75 137.24 137.20 141.13
Harnstoff- C=0 157.50 157.38 157.23 156.98 156.07
gruppe

) Diese Signale sind ohne Zuordnung unter ,,Aromat. C-Atome* aufgefiihrt.
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